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(57) Abstract: The invention relates to a method for controlling the treatment of a crystal (2) by means of a liquid, wherein an image 
signal is captured by an image capturing system (200), said image signal representing a momentary image of a crystal having drops 
poured thereon by an electrically controllable microdosing system (1 1, 300), said image signal having a liquid environment whereby 
the image signal is treated and the momentary surface of the crystal and the liquid environment thereof is determined in the entire 
image by the image signal; the momentary surface is compared to a predefined desired value and a corrector drop control signal 
is determined and sent to the microdosing system if the surface is different from the desired value and the corrector drop signal is 
formed in such a manner that it represents a corrected frequency and/or variable and/or form of the drops which are to be applied 
to the crystal and the liquid environment thereof, which are selected such that the difference with respect to the desired value is 
minimised. 

(57) Zusammenfassung: Die Anmeldung betrifft ein Verfahren zur Steuerung der Behandlung eines Kristalls (2) mit einer Fliis- 
sigkeit, bei dem von einem Bildaufnahmesystem (200) ein Bildsignal empfangen wird, das ein momentanes Bild eines von einem 
elektrisch steuerbaren Mikrodosiersy stems (11, 300) betropften Kristalls mit Fliissigkeitsumgebung reprasentiert; das Bildsignal 
verarbeitet und aus dem Bildsignal die momentane Flache des Kristalls mit Fliissigkeitsumgebung 

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite J 
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in dem Gesamtbild ermittelt wird; die momentane Flache mit einem vorgegebenen Sollwert verglichen wird und bei Abweichung 
der Flache vom Sollwert ein Korrekturtropfensteuersignal ermittelt und zu dem Mikrodosiersystem gesendet, wobei das Korrek- 
turtropfensignal so ausgebildet ist, dass es eine korrigierte Frequenz und/oder Grosse und/oder Form der von dem Mikrodosiersystem 
auf den Kristall mit Flussigkeitsumgebung aufzubringenden Tropfen reprasentiert, die so gewahlt ist bzw. sind, dass die Abweichung 
vom Sollwert minimiert wird. 
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Verfahren zur Steuerung der Behandlung eines 
1 0 Kristalls mit einer Flussigkeit 



In der Proteinkristallographie kommt es haufig vor, daB vor der kristallographischen Messung 
15 Liganden oder Inhibitoren in eine Proteinstruktur bzw. einen ProteinkristaU eingebracht wer- 
den sollen. Ziel ist es dabei, die ktistallographische Struktur eines Ptoteins ohne und mit Li- 
gand oder Inhibitor zu vergleichen und die raumliche Anordnung des Liganden oder Proteins 
zu ermitteln. Liganden konnen hierbei alle an ein Protein oder Polypeptid bindenden Molekii- 
le oder Substanzen sein, die bspw. inhibitorische Wirkung oder auch agonistische Wirkung 
20 auf die Funktion des Proteins haben konnen. Ggf. konnen Liganden organisch-chemische 
Molekiile sein oder auch (modifizierte) Antdkorper oder Antikorperfiragmente, native Bin- 
dungspartner oder Fragmente, gg£ modifiziert, yom kristallisierten Protein. Weiterhin werden 
regelmaBig auch Schwermetallatom-Derivate in der Kristallographie benotigt, urn die entspre- 
chende Phaseninformationen zu erhalten. Ein Ligand i.S. der vorliegenden Erfindung kann 
25 daher auch ein an das kristallisierte Protein bindendes Schwermetallatom(salz) sein. 

Ein im Stand der Technik bekanntes Verfahren zum Einbringen von Liganden, bspw. Inhibi- 
toren, ist das sogenannte „Soaking" mit einem Puffer, der aus der Kristallisationslosung sowie 
dem Liganden besteht. Falls ein in den Kristall zu „soakender" Ligand schlecht oder nur 
30 schwerloslich ist, konnen dem Puffer zur Erhohung der Loslichkeit desselben weitere Sub- 
stanzen als Loslichkeitsverbesserer zugesetzt werden. Beispielsweise kann es sich urn L6- 
sungsmittel wie DMSO (Dimethylsulfoxid), TFE, Ethanol, 2-Nitropropan oder andere orga- 
nische Losungsmittel handeln. 
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Das „Soaking"-Verfaliren besitzt verschiedene Nachteile. So besteht ein Nachteil daritn, daB 
die Kristalle beim „Soaking" einer anderen Umgebung ausgesetzt werden miissen, wodurch 
der Kristall Schaden edeiden kann, d.h. insbesondere, dass die Mkrostruktur des Kristalls 
nach dem „Soaking" UnregelmaBigkeiten aufweist, die das Diffraktionsvermogen des Kris- 
5 talis beeintrachtigen. Sollen z.B. schwedosliche Inhibitoren oder Liganden in die Proteinkris- 
taUstruktur eingebracht werden, so benotdgt man sehr hohe Konzentrationen an Losungsmit- 
teL Gerade hohe Losungsmittelkonzentrationen fiihren aber haufig zur Zerstorung der fragi- 
len Proteinkristalle, wie zuvor erwahnt. 

10 Dariiber hinaus besteht ein weiterer Nachteil des herkommlichen ^oalring'Werfahrens in 
dem hohen Zeitaufwand des Verfahrens. Dieser ist zum einen durch die unter Umstanden 
zahlreichen (repetitiven) „Soaking"-Prozesse bedingt, die ggf. unter Veranderung der Kon- 
zentrationsverhaltnisse des zu „soakenden" Liganden dvirchlaufen werden miissen, um iiber- 
haupt eine geeignete, die Liganden oder Inhibitoren enthaltende, also komplexierte Protein- 

15 kristallstruktur (Cokristall) zu erhalten, und zum anderen dadurch, daB bereits ein einzelner 
Soaking-ProzeB bereits sehr zeitaufwendig sein kann, da bspw. die Diffusionskinetik beachtet 
werden muB. 

Ein weiterer Nachteil des „Soalring"-Verfahrens besteht darin, daB rontgenkristallographische 
20 Untersuchungen oder Untersuchungen des Proteinkristalls mit Rontgenstrahlung wahrend 
des „Soaking"-Verfahrens technisch nicht moglich sind. 

Daher sind eine verbesserte Vorrichtung und ein verbessertes Verfahren zur Behandlung von 
Kristallen entwickelt worden, die in der vom gleichen Anmelder wie die vorliegende Anmel- 
25 dung stammenden Deutschen Patentanmeldung Nr. 103 36 110.3 beschrieben worden sind. 
Diese Anmeldung wird daher insoweit vollumfanglich in die Offenbarung der vorliegenden 
Anmeldung einbezogen. 

Die verbesserte Vorrichtung und das verbesserte Verfahren weisen eine Halterung zur Befes- 
30 tigung des Kristalls und ein Mikrodosiersystem auf, das im Verhaltnis zur Halterung so ange- 
ordnet ist, daB damit Mikro-Tropfen einer Flussigkeit, die bspw. Losungsmittel und mindes- 
tens einen Iigandentyp aufweist, auf den in der Halterung befestigten Kristall aufgebracht 
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werden konnen. Dutch das Auftropfen von Mkro-Tropfen mit der erfindungsgemaBen Vor- 
richtung laBt sich eine wesentUch schonendere Behandlung von Kristallen und insbesondere 
Prote.inkristallen mit bestimmten aufeubringenden Substanzen, die in einer Losung enthalten 
sind, erreichen. Diese Substanzen konnen bei Proteinkristallen Iiganden, bspw. Inhibitoren, 
Substtate oder Reaktanden, sein. Bei den Iiganden wird es sich bei Prot einkri stallen typi- 
scherweise urn Agonisten, Substrate, Antagonisten oder Cofaktoren der kristallisierten Prote- 
ine handeln. GemaB einer Abwandlung der verbesserten Vorrichtung ist die Kristallhalterung 
so ausgebildet, daB durch die Halterung ein Gasstrom gefiihrt werden kann, der auf den in 
der Halterung befestigten Kristall gerichtet ist Dadurch kann der Kristall wahrend der Be- 
handlung durch die Mikro-Tropfen in einer definierten Umgebung gehalten werden. 

Es hat sich gezeigt, daB die Steuerung des Tropfenbehandlungsprozesses schwierig ist, denn 
die Tropfenbehandlung muB in sehr praziser Weise durchgefiihrt werden, damit insbesondere 
empfindliche Proteinkristalle wahrend des KristaUbehandlungsprozesses nicht beschadigt 
werden. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung liegt daher darin, ein verbessertes Verfahren zur 
Steuerung der Behandlung eines Kristalls mit einer Fliissigkeit zu schaffen. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Steuerung der Behandlung eines Kristalls mit 
einer Fliissigkeit mit den folgenden Schritten gelost: 

1. eswird von mindestens einem Bildaufiiahmesystem ein Bildsignal empfangen, das ein 
momentanes Bild eines Kristalls mit Flussigkeitsumgebung reprasentiert, wobei auf 
den Kristall wahrend des KristaUbehandlungsprozesses Tropfen von einem elektrisch 
steuerbaren Mikrodosiersystem aufgebracht werden, die eine Fliissigkeit enthalten, mit 
der der Kristall behandelt werden soil; 

2. es wird das Bildsignal verarbeitet und aus dem Bildsignal werden die momentane Fla- 
che des zweidimensionalen Bildbereichs, der die Einheit Kristall mit Hiissigkeitsum- 
gebung reprasentiert, oder das momentane Volumen der Einheit Kristall mit Flussig- 
keitsumgebung ermittelt; 

3. es wird die momentane Flache oder das momentane Volumen mit einem Sollwert 
verglichen; 
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4. bei Abweichung der Flache oder des Volumens vom Sollwert wird ein Korrekturtrop- 
fensteuetsignal ermittelt und zu dem Mikrodosiersystem gesendet, wobei das Korrek- 
turtropfensignal so ausgebildet ist, daB es eine korrigierte Frequenz und/oder GroBe 
und/oder Form der von dem Mikrodosiersystem auf den KristaU mit Flussigkeitsum- 
5 gebung aufeubringenden Tropfen reprasentiert, die so gewahlt ist bzw. sind, daB die 

Abweichung vom Sollwert minimiert wird. 

GemaB dieser Losung wird eine einfache Steuerung des Kristallbehandlungsprozesses da- 
durch erreicht, daB permanent die Flache des Kristalls mit Fliissigkeitsumgebung in einem 
10 zweidimensionalen Bild oder das Volumen des Kristalls xiberwacht wird und in Abhangigkeit 
von Anderungen der Flache oder des Volumens z.B. die Frequenz mit der die Tropfen auf 
den KristaU mit Russigkeitsumgebung aufgebracht werden, so kortigiert wird, daB eine scho- 
nende Behandlung des Kristalls moglich ist 

1 5 Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung sind in den Unteranspriichen angegeben. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung werden nachfolgend unter Be- 
zug auf die beiliegende Zeichnung naher erlautert. Es zeigen 

20 Fig. 1 eine teilweise im Schnitt dargestellte Ansicht einer bei einer Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaBen Verfahrens verwendeten Vorrichtung zum Behandeln eines Kristalls mit 
einer Losung, 

Fig. 2 ein Gehause eines bei einer Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahren ver- 
25 wendeten Steuergerats zur Steuerung eines bei einer Ausfuhrungsform des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens verwendeten Mikrodosiersystems, 

Fig. 3 ein Blockschaltbild zur Veranschaulichung der Steuerung der Behandlung eines Kris- 
talls mit einer Flussigkeit gemaB einer Ausfuhrungsform eines erfindungsgemaBen Verfah- 
30 rens; 
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Fig. 4a) die gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren etmittelte Anderung der Flache des 
Kristalls mit Fliissigkeitsumgebung in einem aufgenommenen zweidimensionalen Bild und 
aufgetragen uber die Zeit; 

5 Fig. 4b) die Anderung der Ausdehnung des Kristalls mit Flussigkeitsumgebung in x- und y- 
Richtung in einem aufgenommenen zweidimensionalen Bild und aufgetragen uber die Zeit; 

Fig. 5 ein Flussigkeitszufuhrsystem fur ein Mikrodosiersystem, das bei einer Ausfiihrungs- 
form des erfindungsgemaBen Verfahrens verwendet werden kann. 

10 

Fig. 6 zwei Graphen mit abnehmender Lufifeuchtigkeit und zunehmender Tropfenfrequenz. 



Die Erfindung wird im folgenden am Beispiel der Steuerung der Behandlung von Proteinkris- 
1 5 tallen beschrieben, sie kann aber auch in analoger Weise bei der Steuerung der Flussigkeitsbe- 
handlung von anderen Kristallen eingesetzt werden. 

Zur Veranschaulichung einer Anwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird zunachst 
eine bei einer Ausfuhrungsform des Verfahrens verwendete Vorrichtung zur Behandlung 

20 eines Kristalls mit einer Flussigkeit beschrieben, die in der Fig. 1 dargestellt ist Dabei ist links 
in der Fig. 1 eine Halterung 1 dargestellt, die dazu dient, einen Proteinkristall 2 zu befestigen. 
Die in der Fig. 1 dargestellte Halterung, die in ihrer generischen Art auch als „free mounting 
system" bezeichnet wird, ist bereits aus dem Stand der Technik bekannt und z.B. in der Deut- 
schen Patentschrift DE 198 42 797 CI beschrieben worden. Diese Druckschrift wird insoweit 

25 voUumfanglich in die Offenbarung der vorliegenden Anmeldung einbezogen. 

Die Halterung 1, die in der Fig. 1 in einer Schnittansicht von der Seite dargestellt ist, besteht 
im wesentlichen aus einem Tragerblock 3, der ein einschiebbares Einsatzteil 4 aufweist, das in 
eine Offhung des Tragerblocks 3 eingeschoben werden kann. Am Einsatzteil ist eine Halte- 
30 kapillare 5 angebracht, an deren fireiem Auflageende der Proteinkristall 2 gehalten wird. Die 
Haltekapilkre besteht z.B. aus einer Mikropipette, in der iiber eine in der Fig. 1 nicht darge- 
stellte und mit dem anderen Ende der Mikropipette verbundene Pumpvorrichtung ein Unter- 



WO 2005/031344 



PCT/EP2004/010539 



6 

druck erzeugt wird, der dazu dient, den ProteinkristaU 2 an dem freien Auflageende zu halten. 
Das linke Ende 8 des EinsatzteUs ist so ausgebildet, daB daran die Halterung 1 an einem Go- 
niometerkopf einer Rontgen- oder Synchrotronbestrahlungsanlage befestigt werden kann. 

5 Anstelle der Mikropipette kann zum Halten des Ktistalls auch ein sogenannter „Loop", d.h. 
eine feine Schlaufe, die z.B. aus Nylon bestehen kann, verwendet werden. Ein solcher „Loop" 
wird z.B. von der Firma Hampton Research angeboten. 

In einer Rontgen- oder Synchro tronbestxahlungsanlage kann die Beugung von Rontgenstrah- 
10 len beim Durchgang durch das Kristallgitter des Proteinkri stalls ausgenutzt werden, vim aus 
dem Beugungsbild auf die raundiche Anordnung der Atome und Molekiile in dem kristalli- 
sierten Protein zu schUeBen bzw. die Struktur durch mathematische Operationen zu errech- 
nen. Die erforderlichen Rontgenstrahlen konnen z.B. durch BeschuB von Kupfer oder ande- 
ren Materialien mit Elektronen erzeugt werden (bspw. CuKa-Strahlung) . Alternativ kann die 
15 Rontgenstrahlung auch in einem Synchrotron, d.h. einem Teilchenbeschleuniger, erzeugt 
werden, bei dem die Rontgenstrahlung von auf Kreisbahnen beschleunigten Elektronen emit- 
tiert wird. Das Synchrotron besitzt trotz des groBeren apparativen Aufwands eine Reihe von 
Vorteilen gegeniiber der herkommlichen Erzeugung von Rontgenstrahlung durch Elektro- 
nenbeschuB von Metallen. So besitzen die durch Synchrotrone erzeugten Ron^enstrahlen 
20 eine hohere Intensitat und konnen in verschiedenen Wellenlangen gewahlt werden. Auch 
besteht auf diese Weise die Moglichkeit, „weiBes" Ron^enlicht einzusetzen und damit den 
Kristall mit Rontgenblitzen, die Rontgenstrahlen aller Wellenlangen aufweisen, zu beschieBen. 
Dariiber hinaus lassen sich die Messungen mit dem Synchrotron wesentlich schneller als mit 
herkommlichen Rontgenbestrahlungsanlagen durchfiihren. 

25 

In die Halterung 1 ist ferner ein Gaskanal 6 integtiert, dessen Miindungsende 7 auf das freie 
Auflageende der Haltekapillare 5 gerichtet ist, an dem der ProteinkristaU 2 befestigt ist Dabei 
wird der am Auflageende angebrachte ProteinkristaU 2 voUstandig vom Gasstrom aus dem 
Gaskanal 6 umschlossen, so daB eine definierte Gasatmosphare um den ProteinkristaU herum 
30 erzeugt werden kann. Der Gaskanal 6 ist an s einem in der Fig. 1 als offen dargesteUten Ende 
mit einem Gaserzeugungsmittel und einem Gasmischmittel verbunden, mit dem die Zusam- 
mensetzung des Gasstroms variabel eingesteUt werden kann. FaUs das um den Prot einkris taU 
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herum befindliche Gas Luft ist, kann das Gasmischmittel z.B. dazu dienen, die Luftfeuchtig- 
keit auf einen vorherbestimmten optimalen Wert einzuregeln. Es kann dariiber hinaus auch 
ein Tempetatureinstellmittel vorgesehen sein, mit dem die Temperatur des Gasstroms gemes- 
sen und auf einen bestknmten vorgebbaren Wert eingeregelt werden kann. Auch konnen an- 
dere gasformige Substanzen dem Gasstrom beigemischt werden, so dass bspw. der Stickstoff- 
oder Sauerstoffgehalt der Luft modifiziert, bspw. erhoht, werden kann. 

In der Deutschen Patentanmeldung Nr. 10232172.8-52 mit dem Titel ,,Vomchtung und Ver- 
fahren zur Erzeugung einer definierten Umgebung fur partikelformige Proben" ist bereits 
eine Vorrichtung und ein Verfahren beschrieben, mit dem sich eine hochgenaue und langzeit- 
stabile Feuchteeinstellung eines durch die oben beschriebene Halterung gefiihrten feuchten 
Gasstroms am Ort des partikelformigen KristaUs erreichen laBt Diese Druckschrift wird da- 
her insoweit ebenfaUs voUumfanglich in die Offenbarung der vorliegenden Anmeldung ein- 
bezogen. 

Uber dem Kristall ist ein Mikroskop mit Videosystem 10 angebracht, mit dem der Protein- 
kristall wahrend der Behandlung mit der Substanz beobachtet werden kann. Ggf. kann infolge 
der Beobachtung uber das Videosystem der Behandlungsmodus modifiziert oder auch die 
Behandlung eingestellt werden. 

Die in der Fig. 1 dargestellte erfindungsgemaBe Vorrichtung zum Behandeln eines KristaUs 
mit einer Substanz umfaBt dariiber hinaus ein Mikrodosiersystem 11, das rechts in der Fig. 1 
in einer Seitenansicht im Schnitt dargestellt ist. 

Das Mikrodosiersystem 11 umfaBt eine sogenannte Piezopipette 12, die in einem Stativ 15 
gehalten wird und so auf den Proteinkri stall 2 ausgetichtet ist, daB dieser mittels der Piezopi- 
pette mit Tropfen beschossen werden kann. Die Piezopipette ist in der Fig. 1 aus Griinden 
der Anschaulichkeit in einem vergroBerten MaBstab im Verhaltnis zur Halterung 1 dargestellt. 
Die Piezopipette ist so angeordnet, daB die Spitze der Piezopipette einen Abstand von typi- 
scherweise 3 mm zu dem Proteinkristall aufweist. Vorzugsweise liegt dieser Abstand in einem 
Bereich von 1—5 mm, kann jedoch unter besonderen Umstanden auch groBer oder kleiner 
gewahlt werden. 
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Die Piezopipette 12 besteht aus einer Glaskapilkre 13, die z.B. aus Borosilicatglas bestehen 
kann. Der Durchmesser der Offhung der Glaskapilkre ist einer der Faktoren, die die Grofie 
det von der Piezopipette abgegebenen Mikro-Tropfen beeinflussen und kann z.B. in einem 
5 Bereich zwischen 5 und 50 Mikrometer liegen. Die Glaskapilkre 13 ist von einem piezoelekt- 
rischen Element 14 umschlossen, das aus einem. Material besteht, das einen piezoelektrischen 
Effekt zeigt. Es kann sich bei diesem Material z.B. urn einen Piezokristall handeln. Das piezo- 
elektrische Element 14 ist dariiber hinaus liber zwei Kabel 16 mit einem Steuergerat 17 elekt- 
risch verbunden, mit dem eine Spannung an das piezoelektrische Element 14 angelegt werden 

10 kann. Wird ein Spannungspuls durch das Steuergerat 17 an das piezoelektrische Element 14 
angelegt, so wird das piezoelektrische Element 14 und mit diesem auch die Gkskapillare 13 
kontrahiert und ein Tropfen aus der Offiiung der Piezopipette herausgeschossen. Uber das 
Steuergerat 17 konnen unterschiedlich geformte Spannungspulse an die Piezopipette angelegt 
werden, deren Formen die Form und GroBe der Mikro-Tropfen und deren Frequenz die Fre- 

1 5 quenz der Mikro-Tropfen beeinflussen. 

In der Fig. 2 ist ein Gehause eines moglichen Steuergerats zur Steuerung der Piezopipette 
dargestellt, wobei die einzelnen Steuerungsmoglichkeiten anhand der in der Fig. 2 dargestell- 
ten Schalter und Steuerelemente des Steuergerats erlautert werden sollen. Das Steuergerat 

20 weist zunachst drei verschiedene LCD-Anzeigen 20, 21 und 22 auf. Auf der ersten LCD- 
Anzeige 20 wird der aktuelle Wert fur den Spannungspegel der Impulsausgangsspannung fur 
das Piezopipettensteuersignal angezeigt. Dieser Wert laCt sich iiber einen Drehregler 23 vari- 
abel einstellen. Auch die Impulsweite des Pipettenansteuersignals, die auf der zweiten LCD- 
Anzeige 21 in Mikrosekunden angezeigt wird, laBt sich mittels eines zweiten Drehreglers 24 

25 einstellen. SchlieBlich ist ein Druckschalter 25 vorgesehen, urn die Frequenz der an die Piezo- 
pipette angelegten Spannungsimpulse einzustellen, die auf der dritten LCD-Anzeige 22 ange- 
zeigt wird. Diese Frequenz, die bis zu einige kHz betragen kann (z.B. 2 kHz) entspricht der 
Frequenz, mit der die Mikro-Tropfen aus der Piezopipette auf den Kristall geschleudert wer- 
den. Der Einstellbereich der Frequenz kann z.B. in einem Bereich zwischen 1 Hz und 6 kHz 

30 liegen. Die Hohe der Impulsausgangsspannung und die Weite der Spannungsimpulse mussen 
so eingestellt werden, daB es uberhaupt zu einer Tropfenerzeugung mit der Piezopipette 
kommt. 
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Das Steuergerat weist femer zwei Eingange 26 auf, an denen die beiden Verbindungskabel 
der Piezopipette angeschlossen werden. Femer sind ein Netzkabel 27 sowie ein NetzanschluC 
28 zur Stromversorgung des Steuergerats vorgesehen. Uber den weiteren Signaleingang 29 
5 konnen von anderen elektrischen Geraten vorgegebene Spannungsimpulsfolgen angelegt 
werden, urn die Mikro-Tropfenerzeugung auszuldsen und die Mikro-Tropfenfolge und -form 
von auBen zu steuern, was imten naher beschrieben wird. 

Der Schalter 30 ist dazu vorgesehen, den Piezopipettenbetrieb ein- und auszuschalten. Uber 
10 den weiteren Schalter 31 kann zwischen Einzelspannungsimpulsbetrieb und kontinuierlichem 
Spannungsimpulsbetrieb umgeschaltet werden, d.h. zwischen Einzeltropfenerzeugung und 
kontinuierlicher Tropfenerzeugung. Fur die Einzeltropfenerzeugung kann femer ein Taster 
32 vorgesehen sein, uber den einzelne Spannungsimpulse an die Piezopipette angelegt werden 
konnen, wenn es gewiinscht ist, einzelne Tropfen per Handbetrieb auf den Kristall zu schie- 
15 Ben. 

Der Schalter 33 dient schlieBlich dazu zwischen verschiedenen Impulsformen der an die Pie- 
zopipette 12 angelegten Spannungsimpulse variieren zu konnen. In der Schalterstellung A 
kann z.B. ein vorgegebener Standard-Rechteckspannungsimpuls mit vorherbestimmter Dauer 
20 und Hohe erzeugt werden, wahrend in der Schalterstellung B ein Rechteckspannungsimpuls 
erzeugt werden kann, dessen Dauer und Hohe variabel eingestellt werden kann. Es ist natur- 
lich bei anderen Ausfuhrungen auch denkbar, daC Spannungsimpulse angelegt werden, die 
von der Rechteckform abweichen. 

25 Verschiedene GroBen der Mikro-Tropfen, die z.B. fiir verschiedene KristallgroBen geeignet 
sein konnen, konnen uber die Variation der Spannungspulsweiten und Spannungspulshohen 
eingestellt werden, die die an die Piezopipette angelegten Spannungen aufweisen. 

Die Glaskapillare 13 der Piezopipette 12 ist typischerweise uber eine Zuleitung 18 mit einem 
30 in der Figur 1 nicht dargestellten VorratsgefaB verbunden, das die Losung enthalt, die auf den 
Proteinkristall getropft werden soli. Diese Losung enthalt die Substanz oder die Substanzen, 
mit der bzw. denen der Proteinkristall behandelt werden soil. Die Oberkante des Fliissigkeits- 
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spiegels der sich im VorratsgefaB befindendea Flussigkeit sollte dabei etwas hoher als die 
Unterkante der Pipettenduse eingestellt werden. Altemativ dazu kann die Flussigkeit bei einer 
Losung ohne VorratsgefaB aber auch direkt iiber die AuslaBoffhung der Piezopipette in die 
Piezopipette gesaugt werden, urn sie dann spater wieder abgeben zu konnen. Es kann auch 
5 eine Temperiervomchtung um das VorratsgefaB herum angeordnet sein, urn die in dem Vor- 
ratsgefaB sich befindende Flussigkeit auf eine gewunschte Temperatur zu bringen. GemaB 
einer Ausfiihrungsform kann vor dem Aufbringen der Losung auf den Kristall der pH-Wert 
und/oder die Ionenstarke (bzw. spezifische Salzkonzentrationen) der Losung geroaB den im 
Stand der Technik bekannten Verfahren auf einen gewiinschten Wert eingestellt werden. 

10 

Unter Mikro-Tropfen im Sinne der vorliegenden Erfindung sollen Tropfen zu verstehen sein, 
deren Volumen kleiner als 1 nl ist, wobei das Volumen der Mikro-Tropfen vorzugsweise zwi- 
schen 1 nl (nanoliter) und 1 pi (picoliter), noch weiter bevorzugt zwischen 100 pi und 20 pi 
und noch starker bevorzugt zwischen 20 pi und 1 pi liegt. Aus diesen GroBen lassen sich iiber 
15 die Volumensformel die entsprechenden geeigneten Durchmesser der Tropfen errechnen, 
wenn man naherungsweise davon ausgeht, daB die Tropfen kugelformig sind Das gewunsch- 
te Tropfenvolumen kann erfindungsgemaB eingestellt werden. 

Die Mikro-Tropfen der auf den Kristall aufeubringenden Flussigkeit sind dabei vorzugsweise 
20 kleiner als das Volumen des Kristalls. Ein typisches Kristallvolumen kann dabei z.B, in einer 
GroBenordnung von 1 nl liegen. 

Das Volumen der im speziellen Fall verwendeten Mikro-Tropfen wird in Abhangigkeit vom 
Volumen des Kristalls gewahlt. Dabei betragen die Volumen der Mikrotropfen weniger als 
25 50 %, z.B. 1 bis 20 %, des Kristallvolumens und vorzugsweise von 1 bis 10 % des Kristallvo- 
lumens. 

Die Tropfenerzeugung mittels einer Piezopipette ist nur ein Beispiel fur eine Mikrodosiervor- 
richtung. Es konnen auch andere Vorrichtungen verwendet werden, die in der Lage sind, 
30 Mikro-Tropfen zu erzeugen. 



WO 2005/031344 



PCT/EP2004/010539 



11 

So kann z.B. auch ein Mikrodosiersystem verwendet warden, das eine Kapillare und ein in der 
Kapillate angeordnetes Mikroventil umfaBt. Dabei wird die Flussigkeit unter Druck aus einem 
VorratsgefaB auf das Miktoventil gepreBt, das von einem Steuergerat elektrisch innethalb 
eines kurzen Zeitdntervalls geoffhet und danach wieder geschlossen wird, urn die Tropfen zu 
erzeugen. Die Begrenzung der TropfengroBe ergibt sich hier durch die noch steuerbare Off- 
nungsdauer des Ventils. 

Als Mikrodosiersystem kann bei einer anderen Ausfuhrungsform auch ein Zerstauber dienen. 
Ein Zerstauber hat allerdings gegeniiber den oben beschriebenen Losungen den Nachteil, daB 
das Ausrichten der Tropfen auf den Kristall schwierige* ist. Daher wird vorteilhafter Weise 
dem Zerstauber ein Mittel nachgeordnet, das die Orientierung der aus dem Zerstauber erhal- 
tenen Mikro-Tropfen auf den Kristall sicherstellt. 

Bei einer Aus fuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird ein Proteinkristall zu- 
nachst an dem freien Auflagenende der Haltekapillare 2 befestigt Anstelle der Haltekapillare 
2 kann auch ein sogenannter „Loop", also eine Art Schlaufe, verwendet werden, in dem der 
Proteinkristall befestigt ist. Der Proteinkristall ist dabei frei von jeglicher Oberflachenlosung 
und damit zuganglich fur Losungen, die von auBen direkt mittels des Mikrodosiersystems 
aufgebracht werden konnen. Durch die Halterung 1 wird nun typischerweise eine Gasatmo- 
sphare urn den Proteinkristall 2 herum erzeugt, indem ein Gasstrom definierter Zusammen- 
setzung und Temperatur durch den Gaskanal 6 der Halterung 1 gefuhrt wird. Bei dem be- 
schriebenen Verfahren wird es sich typischerweise urn einen Luftstrom, ggf. unter Beimi- 
schung anderer gasfdrmiger Substanzen, mit einem geregelten Feuchtigkeitsgehalt (d.h. Was- 
sergehalt) und einer geregelten Temperatur handeln. 

In die KristaUstruktur des Proteinkri stalls soil nun ein Inhibitor eingebracht werden, der Be- 
standteil einer Substanz ist, die der Losung zugesetzt wurde, die sich in dem VorratsgefaB 
befindet, das mit der Piezopipette verbunden ist. Es hat sich durch Experimente gezeigt, daB 
lokal auf die Oberflache des Kristalls aufgebrachte Losungen (wie bspw. DMSO) mit hoher 
Inhibitor-Konzentration den Kristall in der Regel nicht schadigen. Nun werden durch das 
Steuergerat 17 elektrische Spannungspulse an die Piezopipette 12 angelegt und Mikro- 
Tropfen mit der Inhibitor-Losung auf den Proteinkristall 2 geschleudert. Durch das Aufsprit- 
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zen einzelner Mikro-Tropfen bleibt der den Proteinkristall umstromende Gasstrom praktisch 
unbeeinfluBt, so daB der Proteinkristall in seiner stabilen definierten Umgebung verbleibt. Die 
Ethaltung einer stabilen Umgebung ist insbesondere fur die relativ instabilen Proteinkristalle, 
die durch geringe Gitterkrafte zusammengehalten werden, wichtig, damit die Kristalle nicht 
zerstort werden, bevor sie z.B, einer rontgenkristaUographischen Untersuchung unterzogen 
werden. Die Feuchtigkeit des den Kristall umgebenden Luftstroms kann nun im Zusammen- 
spiel mit der GroBe und Frequenz der uber die Mikrodosiervorrichtung auf den Proteinkris- 
tall aufgebrachten Tropfen so eingestellt werden, daB der Kristall moglichst sein Volumen nur 
wenig andert, indem ein Gleichgewicht zwischen Abdampfen von Fliissigkeit vom Kristall 
und Zuwachs an Fliissigkeit durch Auftropfen von Fliissigkeit mittels der Mikrodosiervor- 
richtung erreicht wird. Dadurch wird der Kristall nur minimal belastet und es kann ein scho- 
nendes Einbringen des/der Iiganden uber die lokal aufgetragenen Mikrotropfen erreicht wer- 
den. Dieser Vorgang der Einstellung der optimalen Luftfeuchtigkeit bzw. der optimalen Auf- 
tropffrequenz durch die Mikrodosiervorrichtung kann uber ein Regelelement automatisch 
geregelt werden, daB entsprechende Anderungen der Feuchtigkeit des Luftstroms und/oder 
der Auftropffirequenz vornimmt, wenn sich das gemessene Volumen des Kristalls andert 

In der Fig. 3 ist ein solches Regelelement 100 in Form eines Mikroprozessors (fJP) mit einem 
(nicht dargestellten) Speicher dargestellt, in dem Befehle gespeichert sind, die den Mikropro- 
zessor dazu bringen konnen, das erfindungsgemaBe Regelungsverfahren durchzufuhren. 

GemaB einer Ausfuhrungsform des erfindxingsgemaBen Verfahrens wird dabei zunachst mit- 
hilfe des Videosystems ein Startbild eines Proteinkristalls mit Flussigkeitsumgebung vor dem 
Beginn des Kristallbehandlungsprozesses aufgenommen. Es wird dabei der Kristall zu Beginn 
des Verfahrens mit einem dunnen Film von Fliissigkeit umgeben, der vorzugsweise so d iinn 
wie moglich ist. Es wird dann ein Bildsignal, welches dieses Startbild reprasentiert, iiber eine 
Verbindung zwischen Videosystem 200 und Regelelement 100 vom Videosystem 200 zum 
Regelelement 100 iibertragen. Dabei kann die Ubertragung des Bildsignals z.B. durch ein vom 
Regelelement 100 zum Videosystem 200 (iiber eine in der Fig. 3 nicht dargestellte Verbin- 
dung) gesendetes Startbildiibertragungsauslosungssignal ausgelost werden. Alternativ kann 
vor dem Startbild auch ein Bild des reinen Kristalls ohne Flussigkeitsumgebung aufgenom- 
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men warden, insbesoadere, wean das Volumen der Russigkeitsumgebung zu Beginn und 
wahrend des KnstaUbetropfungsverfahrens berechnet werden solL 

Das Bildsignal wird nun im Regelelement 100 ausgewertet und es wird die Flache bestimmt, 
5 die der aufgenommene Proteinkristall mit Flussigkeitsumgebung in dem zweidimensionalen 
aufgenommenen Bild einnimmt. Die Bestirnmung kann dutch eines der im Stand der Technik 
entwickelten Bildauswerteverfahren erfolgen, z.B. durch einfache Auszahlung der Pixel, die 
von dem Kristall mit Flussigkeitsumgebung in dem zweidimensionalen Bild im Vergleich zur 
Gesamtpixelzahl eingenommen werden. Daraufhin wird der bestimmte Wert fur die Flache 
10 des Proteinkristalls mit Flussigkeitsumgebung als Sollwert in dem Speicber des Mikroprozes- 
sors des Regelelements abgelegt. 

Nun wird vom Regelement 100 zu der Mikrodosiervorrichtung 300 (z.B. iiber den Eingang 
des Steuergerats der Mikrodosiervorrichtung) ein Starttropfensteuersignal gesendet, das so 

1 5 ausgebildet ist, daB es die Anfangsfrequenz der von dem Mikrodosiersystem auf einen Kristall 
mit Flussigkeitsumgebung zu Beginn der Kristallbehandlung aufzubringenden Tropfen repra- 
sentiert Im vorliegenden Beispiel soil diese Frequenz bei 2,5 kHz liegen. Das Starttrop- 
fensteuersignal Vann aber aucb so ausgebildet sein, daB es neben der Frequenz auch weitere 
Parameter der Tropfen reprasentiert, z.B. die AnfangsgroBe und/oder Anfangsform der 

20 Tropfen. 

Vom Regelelement 100 wird nun emeut ein Bildubertragungsauslosungssignal zum Videosys- 
tem 200 iibertragen, das darauf bin emeut die momentanen Bilddaten von dem Kristall mit 
Flussigkeitsumgebung zum Regelelement 100 aussendet Nun wird das Bildsignal im Regel- 

25 element empfangen, verarbeitet und aus dem Bildsignal werden die momentane Flache des 
zweidimensionalen Bildbereichs, der die Einheit Kristall mit Flussigkeitsumgebung reprasen- 
tiert, ermittelt Bei der vorliegenden Ausfuhrungsform soli der zum Anfang definierte und im 
Speicher des Regelelements gespeicherte Sollwert, der der Anfangsflache entspricht, mog- 
lichst eingehalten werden, damit ein stabiles Gleichgewicht zwischen Abdampfen von Flus- 

30 sigkeit und Hinzugewinn von Fliissigkeit durch Betropfen des Kristalls mit Flussigkeitsumge- 
bung erreicht wird, was den empfindlichen Proteinkristall am wenigsten belastet. Nun wird 
die erneut ermittelte Flache mit dem vorher gespeicherten Sollwert verglichen und bei Abwei- 
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chungen zwischen Flache und Sollwert wird ein Kotrekturtropfensteuersignal ermittelt und 
zu dem Mikrodosiersystem gesendet, wobei das Konektxirtropfensignal so ausgebildet ist, daB 
es eine kortigierte Frequenz (und/oder Tropfenform und/oder TropfengroBe) der von dem 
Mikrodosiersystem auf den Kristall mit Hiissigkeitsumgebung aufeubiingenden Ttopfen rep- 
5 rasentiert, die so gewahlt ist, daB die Abweichung vom Sollwert minimiert wird. Es soil ange- 
nommen werden, daB im vorliegenden Fall eine Abweichung zwischen erneut ermitteltem 
Flachenwert und Startsollwert auftrat, wobei die erneut ermittelte Flache urn 5 % iiber der 
Startflache lag. Das bedeutet, daB die Tropfenfirequenz der Mikrodosiervomchtung zu hoch 
eingestellt ist, so daB der Kristall mit Flussigkeitsumgebung standig an Flussigkeit zunimmt, 

10 wodurch der Proteinkristall in seiner Stabilitat gefahrdet ist Daher wird im vorliegenden Fall 
durch den Mikroprozessor des Regelements 100 ein Korrekturtropfensteuersignal ermittelt, 
das z.B. einer Frequenz von 1,8 kHz entspricht Dieses Korrekturtropfensteuersignal wird 
nun zum Steuergerat der Mikrodosiervomchtung gesendet, das es wiederum an die Piezopi- 
pette anlegt, wodurch die Frequenz der Tropfen und damit die GroBe der Einheit Kristall mit 

1 5 Fliissigkeitsumgebung abnimmt. Sollte sich nun bei Wiederholung des beschriebenen Verfah- 
rens herausstellen, daB die erneut aufgenommenen und an das Regelement iibertragenen 
Bilddaten eine Abweichung vom Flachensollwert nach unten anzeigen, so wiirde iiber ein 
erneut ermitteltes und vom Regelement an die Mikrodosiervomchtung gesendetes Trop- 
fensteuersignal die Frequenz der Tropfen erneut verandert, bis ein Gleichgewicht zwischen 

20 Abdampfen von Fliissigkeit und Zugewinn durch Betropfen eingestellt ist. Das Verfahren 
wird solange wiederholt, bis der KristallbehandlungsprozeB erfolgreich abgeschlossen ist. 
Anstelle oder zusammen mit der Frequenz der Tropfen konnen auch die GroBe und/ oder 
Form uber modifizierte Tropfensteuersignale eingestellt werden. 

25 Fig. 4 a zeigt eine graphische Darstellung des durch das erfindungsgemaBe Verfahren gemes- 
senen Vedaufs der Anderung der Flache des Ktistalls mit Fliissigkeitsumgebung in dem von 
dem Bildaufcahmesystem aufgenommenen Bild, wobei die Anderung in Prozent angegeben 
ist. GemaB edner bevorzugten Ausfiihrungsform konnen die in regelmaBigen Zeitabstanden 
bestimmten Flachenwerte abgespeichert und dann zu einem Monitor gesendet werden, auf 

30 dem sie dann fur einen Bediener angezeigt werden. In der Fig. 4a) wurde zu den Zeitpunkten 
Tl, T2, T3, T12 jeweils ein Mikrotropfen von dem durch das Regelelement angesteuerten 
Mikrodosiersystem auf den Kristall mit Hiissigkeitsumgebung aufgetropft. Nach jedem Trop- 
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fen steigt die iiber das Videosystem in Verbindung mit dem Regelelement etmittelte Flachen- 
anderung dA kurz an, wobei dA danach durch Wasserverdampfung abfallt, bis ein neuer 
Tropfen durch das Mikrodosiersystem auf den Kristall mit Fliissigkeitsumgebung aufgebtacht 
wird. Es ist in der Fig. 4a) datiiber hinaus zu erkennen, dafi bis zum Zeitpunkt tl die Flachen- 
5 anderung standig zunimmt Um dem entgegenzuwirken, wird zum Zeitpunkt tl durch das 
Regelelement ein Signal zum Mikrodosiersystem gesendet, was eine geringere Auftropffre- 
quenz reprasentiert Dadurch werden weniger Tropfen pro Zeiteinheit aufgettopft, wodurch 
die Flachenanderung dA nach dem Zeitpunkt tl allmahlich wieder abnimmt In der Fig. 4b) 
sind weitere Graphen dargestellt, die auf dem Monitor angezeigt werden konnen. Dabei be- 

10 zeichnet dx die prozentuale Anderung der Ausdehnung des Bildes "Kristall mit Flussigkeits- 
umgebung" in x-Richtung in dem gesamten aufgenommen Bild. Dy bezeichnet entsprechend 
die prozentuale Anderung des zweidimensionalen Bildes des Kristalls mit Flussigkeitsumge- 
bung in y-Richtung. Beide Werte konnen aus dem vom Videosystem empfangenen Bild im 
Regelelement z.B. durch Pixelanalyse ermittelt werden. Die Werte zeigen an, ob sich die Ein- 

15 heit "Kristall mit Flussigkeitsumgebung" in der einen oder anderen Richtung starker ausge- 
dehnt hat. 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens kann auch xiber 
die Steuerung der Zusammensetzung der Gasumgebung des Proteinkri stalls versucht werden, 

20 ein Gleichgewicht zwischen Abdampfen von Hiissigkeit und Fliissigkeitszugewinn der Ein- 
heit Kristall mit Hussigkeitsumgebung zu erzielen. Hierzu kann bei Abweichungen zwischen 
dem Flachensollwert und dem iiber das Bildsignal gemessenen momentanen Flachenwert ein 
Gaszusammensetzungssteuersignal iiber das Regelement 100 zum Gasumgebungserzeu- 
gungsmittel 400 gesendet werden, mit dem z.B. dann, wenn es sich bei dem Gas um Luft mit 

25 einem bestimmten Feuchtigkeitsgehalt handelt, dieser verandert werden kann, bis ein Gleich- 
gewicht zwischen Abdampfen von der Einheit „KristaU mit Hussigkeitsumgebung" und Fliis- 
sigkeitszugewinn der Einheit „Kristall mit Fliissigkeitsumgebung" erreicht ist Wie sich die 
Einstellung der Luftfeuchtigkeit erreichen laBt, ist im Stand der Technik bekannt und z.B. in 
der oben bereits erwahnten Deutschen Patentanmeldung Nr. 10232172.8-52 mit dem Titel 

30 „Vomchtung und Verfahren zur Erzeugung einer definierten Umgebung for partikelformige 
Proben" beschrieben, gemaB der sich eine hochgenaue und langzeitstabile Feuchteeinstellung 
eines durch die oben beschriebene Halterung gefuhrten feuchten Gasstroms am Ort des par- 
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tikelformigen Kristalls erreichen laBt. Je hoher der Feuchtigkeitsgehalt in der Luft eingestellt 
wird, umso mehr Wasser aus der Gasumgebung nimmt der Kristall mit Fliissigkeitsumgebung 
auf, so daB z.B. durch Einstellung eines hoheren Feuchtigkeitsgehalts im Gasstrom einer zu 
starkeo Verdampfung Von Wasser aus der Einheit "Kristall mit Hiissigkeitsumgebung" entge- 
5 gengewirkt werden kann. 



GemaB einer weiteren alternativen Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens 
konnen auch gleichzeitig sowohl die Tropfenzugabe als auch der den Kristall mit Flussig- 

10 keitsumgebung umgebende Gasstrom in seiner Zusammensetzung geregelt werden. Hierzu 
muB das Regelelement bei Abweichungen zwischen Sollflachenwert und Istflachenwert eine 
ideale Kombination aus Tropfenzugabe (dh. Tropfenfirequenz, TropfengroBe, Tropfenform) 
und Gasumgebungszusammensetzung ermitteln und entsprechende Tropfensteuerkorrektur- 
signale bzw. Gaszusammensetzungssteuersignale an die Mikrodosiervomchtung bzw. das 

1 5 Gasumgebungserzeugungsmittel senden. 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens kann ansteUe 
der Flache des Kristalls mit Fliissigkeitsumgebung in einem aufgenommenen Bild auch das 
Volumen des Kristalls mit Hussigkdtsumgebung bestimmt werden. Hierzu sind allerdings 

20 mehrere Videosysteme erforderlich, mit denen der Kristall mit Fliissigkeitsumgebung aus 
verschiedenen Lagen aufgenommen werden kann. Die aus verschiedenen Lagen zum gleichen 
Zeitpunkt aufgenommenen Bilder konnen dann im Regelelement ausgewertet werden, urn aus 
den Bildem die Volvimeninfotmation zu gewinnen. Zur Auswertung konnen dabei z.B. pho- 
togrammetrische oder andere im Stand der Technik bekannte Verfahren verwendet werden, 

25 die eine Bestimmung des Volumens eines Korpets aus zweidimensionalen Aufiiahmen des 
Korpers erlauben, die aus verschiedenen Lagen angefertigt wurden und zum Teil identische 
Korperpunkte enthalten 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform kann die Piezopipette auch mit einem speziellen 
30 Flussigkeitzufuhrsystem versehen sein, mit dem es moglich ist, die Zufuhr verschiedener 
Fliissigkeiten in die Piezopipette zeitlich in gewiinschter Weise zu steuem. In der Fig. 5 ist ein 
solches Hussigkeitszufuhrsystem darstellt. Das in der Fig. 5 dargestellte Fliissigkeitszufuhrsys- 
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tern umfaBt eine Prazisionsspritze 40 (elektrisch ansteuerbar), die aus einem Zylindet 41 be- 
steht, in dem ein uber einen (in der Fig. 3 nicht dargestellten) Motor angetiiebener Kolben 42 
hin- und herlaufen kann. Wenn der Kolben nach unten lauft, konnen verschiedene Flussigkei- 
ten aus den Russigkdtsbehaltern 43, 44, 45 oder 46 in den Zylinder gesaugt werden, wenn 
5 eines der entsprechenden elektrisch ansteuerbaren Ventile 47, 48, 49 bzw. 50 geoffiiet wird 
und zusatzlich das vor dem Zylinder liegende elektrisch steuerbare Ventil 51 geoffiiet wird. 
Wird das Ventil 51 Hann wieder geschlossen, das am AuslaB des Zylinders liegende elektrisch 
steuerbare Ventil 52 geoffiiet und der Kolben 42 nach oben getrieben, so kann die angesaugte 
Flussigkeit uber die zur Piezopipette fiihrende Russigkeitszufuhridtung 53 zur Piezopipette 
10 gefuhrt werden, urn dann schlieBlich in Tropfenform auf den Kristall gegeben werden zu 
konnen. 

Die Behalter 45 und 46 konnen z.B. zwei verschiedene Losungen mit verschiedenen Liganden 
enthalten, die mit dem Protein des zu betropfenden Kristall einen Komplex bilden sollen. Die 

15 Behandlung des Kristalls kann dabei z.B. so erfolgen, dafi zunachst die Losung 1 aus dem 
Behalter 45 und danach die Losung 2 aus dem Behalter 46 auf den Kristall aufgetropft wird. 
Zwischen den beiden Losungen kann eine Reinigungslosung durch die Leitungen gespiilt 
werden, die sich in dem Behalter 44 befindet Der weitere Behalter 43 dient als Abfallbehalter, 
um Hiissigkeitsmengen aufeunehmen, die nicht mehr benotigt werden und aus dem Zufuhr- 

20 system entfemt werden miissen. Durch geeignete zeitliche Ansteuerung der Ventile 47 — 52 
und des Kolbens 42 konnen nun der Piezopipette die gewunschten Losungen in der ge- 
wunschten Menge zugefuhrt werden. 

Die zeitliche Ansteuerung der Ventile kann gemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsfotm des 
25 erfindungsgemaBen Verfahrens ebenfalls durch den Mikroprozessor (yP) des in der Fig. 3 mit 
100 gekennzeichneten Regelelements erfolgen. Dabei wird zunachst im Speicher des yP eine 
gewiinschte zeitliche Abfolge der Offiiungs- und SchlieBmomente der elektrisch ansteuerba- 
ren Ventile abgelegt. Wahrend des Kristallbehandlungsprozesses werden dann an den gespei- 
cherten Zeiten elektrische Signale oder Funksignale vom Regelelement zu den elektrisch an- 
30 steuerbaren Ventilen gesendet, um die Ventile in geordneter Weise zu offhen und zu schlie- 
Ben. Die Flussigkeitsbehalter konnen dariiber hinaus auch mit elektrisch abfragbaren Full- 
standsmessgeraten ausgestattet sein, die nach Aussendung eines Ab&agesignals durch das 
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Regelelement 100 ein Signal, das den aktuellen Fullstand des Behalters reprasentiert, zum 
Regelelement 100 zuriicksenden. Das Regelelement kann diese Fullstandssignale auswerten 
und auf einem mit dem Regelelement verbundenen Monitor fur den Bediener zur Anzeige 
bringen, so dafi dieser stets uber die aktuellen Fiillstande informiert ist Vorzugsweise kann 
5 das Regelelement auch ein Warnsignal auf dem Monitor oder in akustischer Form ausgeben, 
wenn wahrend eines Kiistallbehandlungsprozesses der Flussigkeitsstand einen bestimmten 
vorher im Speicher des abgelegten kritischen Restwert (z.B. 5%) unterschreitet, so daB der 
Bediener rechtzeitig ein Nachfiillen des Hiissigkeitsbehalters veranlassen kann. Anstelle der in 
der Fig. 5 dargestellten Ventile konnen auch andere RuBregler verwendet werden, die sich 

10 elektrisch ansteuem lassen, z.B. Massendurchflufiregler. 

Gemafi einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung konnen auch mehrere Mikrodosier- 
systeme, z.B. mehrere Piezopipetten, verwendet werden, mit denen jeweils unterschiedliche 
oder auch identische Substanzen (bspw. an zwei verschiedenen, lokal abgegrenzten Bereichen 
des Kristalls) auf den Kristall aufgebracht werden. Eine solche Anordnung kann z.B. von 

15 Vorteil sein, wenn zwei verschiedene liganden in eine ProteinkristaUstruktur eingebracht 
werden sollen. Die Liganden werden dann in verschiedenen Losungen gelost, die in die bei- 
den Flussigkeitsvorratsbehalter zweier Piezopipetten gegeben werden. Uber die beiden Piezo- 
pipetten werden rfcnn die beiden Losungen mit den verschiedenen Liganden in Mikro- 
Tropfenform auf den Proteinkristall aufgebracht. Dabei konnen uber das mit einer Piezopi- 

20 pette jeweils verbxindene Steuergerat, das die Tropfenerzeugung steuert, unterschiedliche 
Spannungsimpulse und Spannungspulsfolgen an die Piezopipetten angelegt werden, um so 
eine optimale Form und Frequenz der Mikro-Tropfen zu erreichen, die fur den jeweiligen 
Liganden ideal ist. 

25 Die Verwendung von zwei Mikrodosiersystemen, mit denen getrennt zwei verschiedene Sub- 
stanzen aufgebracht werden, die erst auf dem Kristall zusammentreffen, ist insbesondere auch 
dann vorteilhaft, wenn das kristallisierte Protein Katalysatorfunktion fur die beiden Substan- 
zen, die beide als Reaktanden im kristallisierten Protein gebunden werden, hat. Erfolgt das 
Aufspritzen der beiden Reaktanden separat durch zwei Mikrodosiersysteme wahrend der 

30 Rontgenbestrahlung des Proteinkristalls, kann die Reaktion der Reaktanden unter katalyti- 
schem Einsatz der kristallisierten Proteine verfolgt werden. Eine Voraussetzung fur eine der- 
artige rontgenkristallograpbische Untersuchung ist natiidich die Stabilitat des Kristalls, d.h., 
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daB der Kristall seine Struktur nicht dutch strukturelle Umlagerungen der kristallisierten Pro- 
teine verlieren darf, da er dadurch auch sein Dif&aktionsvermogea verlieren wiirde. 

Bei der Verwendung von mehreren Mikrodosiersystemen, die durch das Regelelement ange- 
steuert werden, muB die Regelung entsprechend angepaBt werden. Hier muB das Regelele- 
ment nach Messung der aktuellen Ausdehnung des Kristalls mit Russigkeitsumgebung iiber 
das Videosystem, Kotrekturtropfensteuersignale fur jedes der Mikrodosiersysteme berechnen 
und dann zu den jeweiligen Systemen aussenden. Hierbei muB neben einer Vorgabe in Bezug 
auf die aus den Bildem des Videosystems ermittelte Gesamtflache bzw. das Gesamtvolumen 
des Kristalls + Flussigkeitsumgebung auch die gewiinschte Reaktionskinetik beriicksichtigt 
werden, d.h. es konnen bestimmte Randbedingungen in Bezug auf das Verhaltnis der aus den 
verschiedenen Mikrodosiersystemen pro Zeiteinheit auf zu tropfenden Flussigkeitsmengen 
vorher festgelegt werden, indem sie im Speicher des |jP als eine Art Flussigkeitsverhaltnisver- 
teilungsschema abgelegt werden. 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens kann auch vor 
Beginn des Kristallbehandlungsprozesses ein bestimmter zeitlicher Verlauf der Zusammen- 
setzung der den Kristall + Flussigkeitsumgebung umgebenden Gasumgebung und ein be- 
stimmter zeitlicher Verlauf der Frequenz (und/oder GroBe und/oder Form) der von dem 
Mikrodosiersystem auf den Kristall + Flussigkeitsumgebung aufeubringenden Tropfen defi- 
niert werden. In diesem Fall wird ein entsprechender Ablauf in Form einer Nachschlagetabel- 
le, in der die einzelnen Gasumgebungssteuersignalwerte und Frequenzsteuersignalwerte den 
Steuerzeitpunkten zugeordnet sind, im Speicher des fiP abgelegt. Wahrend des Kristallbe- 
handlungsprozesses werden dann zu den gespeicherten Steuerzeitpunkten die Frequenzsteue- 
rungssignale zur Mikrodosiervorrichtung und die Gasumgebungssteuersignale zum Gasum- 
gebungserzeugungsmittel abgegeben. In der Fig. 6 ist fur eine Ausfuhrungsform, bei der das 
Gas Luft mit einem bestimmten Feuchtigkeitsgehalt (H 2 0) dargestellt ist, wie die relative 
Luftfeuchtigkeit im Laufe des Kristallbehandlungsprozesses allmahlich heruntergefahren 

wird, und zwar von 94% auf 84%. Dabei werden zu den Zeitpunkten tO, tl, t2, tlO jeweils 

Gasumgebungssteuersignale vom Regelelement zum Gasumgebungserzeugungsmittel gesen- 
det, das hier aus einem Lufifeuch%kdtseinstellmittel besteht. Wahrend des allmahBchen Re- 
duzierens der relativen Luftfeuchtigkeit des den Kristall + Flussigkeitsumgebung umgeben- 
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den Luftstroms wird gleichzeitig die Tropfen&equenz allmahlich von 1 kHz auf 6 kHz er- 

hoht, indem zu den Zeitpunkten tO, tl, t2, , tlO entsprechende Frequenzsteuetsignale vom 

Regelelement 100 zum Mikrodosiersystem gesendet werden. Durch Zurvickfahren del Luft- 
feuchtigkeit bei gleichzeitigem Erhohen der Auftropffrequenz der Wasser enthaltenden Trop- 
5 fen auf den Kristall + Hussigkeitsumgebung wird das Volumen des Kristalls + Flussigkeits- 
umgebung im wesentlichen konstant gehalten. Das fuhrt zu einer geringen Belastung des Kri- 
stalls, was insbesondere bei empfindlichen Proteinktistallen vorteilhaft ist. Zwischen den in 
der Fig. 6 dargestellten Zeitpunkten tO, tl, t2, tlO erfolgt die Einstellung der Luftfeuchtig- 
keit/Tropfenfirequenz durch das Regelelement in der oben beschriebenen Weise, in dem iiber 

1 0 das Messen des Volumens der Einheit Kristall + Hussigkeitsumgebung (oder deren Flache im 
Bild) und Vergleich mit einem Volumen- (oder Flachen-)Sollwert entsprechende Korrektur- 
signale ermittelt und ausgesendet werden (was in der Fig. 6 aus Grvinden der tJbersichtlichkeit 
nicht dargestellt ist). GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens kann auch ein besummter gewiinschter Gradient (wie er z.B. in der Fig. 6 dargestellt 

15 ist) der Luftfeuchtigkeit vor der Kristallbehandlung im Regelelement einprogtammiert wer- 
den, wobei wahrend der Kristallbehandlung mit der aurgetropften Fliissigkeit automatisch 
diejenige Tropfenfrequenz ermittelt wird, die geeignet ist, urn das aktuelle Volumen der Ein- 
heit Kristall + Flussigkeitsumgebung konstant zu halten. Hierzu kann das oben beschriebene 
Verfahren eingesetzt werden, bei dem die vom Videosystem aufgenommenen Bilder der Ein- 

20 heit Kristall + Flussigkeitsumgebung vom Regelelement ausgewertet und dann der ermittelte 
Flachen- oder Volumenwert mit einem Sollwert verglichen wird, dessen Uber- oder Unter- 
schreiten ein entsprechendes Korrekturtropfensteuersignal ausldst, mit dem die Frequenz 
(und/oder Form, Grofie) der von dem Mikrodosiersystem abgegebenen Tropfen entspre- 
chend verandert wird, so daB das Volumen des Kristalls + Flussigkeitsumgebung in etwa 

25 konstant bleibt 

Ein wesentlicher Vorteil der soeben beschriebenen Ausmhrungsformen, bei denen mit einem 
Luftfeuchtigkeitsgradienten gearbeitet wird, besteht darin, daC dadurch die Durchtuhrungsge- 
schwindigkeiten fur die KristaUbehandlungsprozesse wesendich erhoht werden konnen, da 
mit hoheren Auftropffrequenzen gearbeitet werden kann. Dieses ist besonders bei solchen 
30 Inhibitoren und anderen Proteinkristallen einzubringenden Substanzen von Vorteil, die nur 
eine geringe Wassedoslichkeit aufweisen, da eine sehr grofie Tropfenanzahl auf den Protein- 



WO 2005/031344 



PCT/EP2004/010539 



21 

kristall aufgebracht werden muB, vim den ProzeB der Kristallbehandlung erfolgreich abschlie- 
Ben zu konnen. 

Anstelle von Wasser konnen natiirlich fiir die Betropfungsfliissigkeit auch andere Losungs- 
mittel verwendet werden, in denen Inhibitoren oder andere in die Kristallstruktur einzubrin- 
5 gende Stoffe gelost sein konnen. So konnen z.B. DMSO, Ethanol, Isopropanol oder DMF 
(Dimethylformamid) verwendet werden. Viele Inhibitoren haben in diesen Losungsmitteln 
eirxe bessere Loslichkeit als in Wasser, wodurch das Kristallbehandlungsverfahren beschleu- 
nigt werden kann, da weniger Tropfen auf den Kristall aufgebracht werden miissen. Auch 
dern Gasstrom, der urn den Kristall wahrend der Betropfung herum gefuhrt wird, kann ein 

10 Losungsmittel beigemischt werden, das sich von Wasser unterscheidet. Bei der Verwendung 
anderer Losungsmittel ist auch die TropfengroBe zu beachten, die in der Regel iiber der Trop- 
fengroBe von Wasser liegen wird. So hat zum Beispiel DMSO eine TropfengroBe, die urn 
einen Faktor 4-5 iiber der von Wasser liegt. Die TropfengroBe darf aber nicht zu groB sein, 
da sie — wie oben erwahnt — in einem bestimmten Verhaltnis zur GroBe des Kristalls stehen 

15 muB. Dariiber hinaus konnen auch Gemische verschiedener Losungsmittel verwendet wer- 
den.. 

GernaB einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens kann auch ein 
Stroboskop mit Blitzlampe vorgesehen sein, um die Beobachtung der Tropfen wahrend des 
20 Kristallbehandlungsprozesses zu ermoglichen. Dabei kann das Stroboskop mit dem Steuerge- 
rat, das die Tropfenbildung auslost, verbunden sein und gleichzeitig mit dem Signal, das die 
Abgabe eines Tropfens auslost, angesteuert werden, so daB Tropfenabgabe und Blitzlicht 
synchronisiert sind, 

25 Dariiber hinaus k^nn bei einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens 
eine Vortichtung zur Drehung des Kristalls vorgesehen sein. Wenn der Kristall wahrend der 
Tropfenaufhringung gedreht wird, kann der KristallbehandlungsprozeB schneller abgeschlos- 
sen ^werden, da eine gleichmaBige Verteilung der Fliissigkeit iiber die Oberflache der Einheit 
„Kristall mit Fliissigkeitsumgebung" erfolgt. Werden zudem wahrend der Drehxmg Aufhah- 

30 men mit dem Bildaufnahmesystem gemacht, so kann aus diesen Aufhahmen mithilfe bekann- 
ter Bildauswerteverfahren das Volumen des Kristalls mit Flussigkeitsumgebung errechnet 
werden. 
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Da sowobl der KristaU als auch dessen Fliissigkeitstungebung in der Regel nahezu transparent 
sind und das Bildaufhahmesystem lediglich die Begtenzungen der (in der Regel vor weiBem 
Hintergrund aufgenommenen) Einheit „Rtistall mit Riissigkeitsumgebung" erkennen kann, 
kann vor der Bildauswertung zum Zwecke der Flachen- oder Volumenbestininiung eine au- 
tomatische Pkekuffullfunktion vorgesehen sein, gemaB der die Pixel im Bild mit schwarzen 
Pixeln aufgefiillt werden, die innerhalb der durch schwarze Pixel etkennbaren Begrenzungen 
der Einheit „Kristall mit Flussigkeitumgebung" liegen. Auch konnen bestimmte andere weiBe 
Pixel-Bereiche innerhalb des Kristalls oder der Flussigkeitsumgebung, die sich durch Licht- 
spiegelungen oder anderen unerwiinschte optische Effekte ergeben, automatisch mit schwar- 
zen Pixeln aufgefiillt werden, urn eine korrekte Flachen- oder Volumenbestimmung zu er- 
moglichen. Bei der Flachen- oder Volumenbestimmung wird nach Durchfuhrung der oben 
beschriebenen Korrektur dann einfach das Verhaltnis zwischen schwarzen und weifien Pixeln 
ausgewertet. 
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Patentanspriiche 

5 1. Verfahren zur Steuerung der Behandlung eines Kristalls mit einer Fliissigkeit mit dea fol- 
genden Schtitten: 

1. es wird von mindestens einem Bildaufhahmesystem ein Bildsignal empfangen, das ein 
momentanes Bild eines Kristalls mit Russigkeitsumgebung reprasentiert, wobei auf 
den Kristall wahrend des KristaUbehandlungsprozesses Tropfen von einem elektrisch 

1 0 steuerbaren Mikrodosiersystem aufgebtacht werden, die eine Flussigkeit enthalten, mit 

der der Kristall behandelt werden soli; 

2. es wird das Bildsignal verarbeitet und aus dem Bildsignal werden die momentane Fla- 
che des zweidimensionalen Bildbereichs, der die Einheit Kristall mit Flxissigkeitsum- 
gebung reprasentiert, oder das momentane Volumen der Einheit Kristall mit Flussig- 

1 5 keitsumgebung ermittelt; 

3. es wird die momentane Flache oder das momentane Volumen mit einem Sollwert 
verglichen; 

4. bei Abweichung der Flache oder des Volumens vom Sollwert witd ein Korrekturtrop- 
fensteuersignal ermittelt nnd 2u dem Mikrodosiersystem gesendet, wobei das Korrek- 

20 turtropfensignal so ausgebildet ist, daB es eine korrigierte Frequenz und/ oder GroBe 

und/oder Form der von dem Mikrodosiersystem auf den Kristall mit Fliissigkeitsum- 
gebung aufeubringenden Tropfen reprasentiert, die so gewahlt ist bzw. sind, daB die 
Abweichung vom Sollwert minimiert wird. 



25 2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem dariiber hinaus der folgende Schritt durchgefuhrt 
wird: 

5. bei Abweichung der Flache oder des Volumens vom Sollwert wird ein Gaszusam- 
mensetzungskorrektursignal zu einem elektrisch steuerbaren Gasumgebungserzeugungs- 
mittel gesendet, das dazu dient, urn den Kristall xnit Flxissigkeitsumgebung herum eine 
30 Gasumgebung definierter Zusammensetzung zu erzeugen, wobei das Gaszusammenset- 

zungskorrektursignal eine veranderte Zusammensetzung der Gasumgebung reprasentiert. 
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3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 2, bei dem die Schritte wiederholt durchgefiihrt 
werden, bis der KristaUbehandlungsprozeB abgeschlossen ist. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem vor dem Schiitt 1 des Ver- 
5 fahrens zu dem Mikrodosiersystem ein Starttropfensteuersignal geseadet wild, das so aus- 

gebildet ist, daB es die Anfangsfrequenz und/oder AnfangsgroBe und/oder Anfangsform 
der von dem Mikrodosiersystem auf einen Kristall mit Russigkeitsumgebung zu Beginn 
der Kristallbehandlung aufcubringenden Tropfen reprasentiert 

10 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem vor dem Beginn der Kris- 
tallbehandlung mit der durch das Mikrodosiersystem aufeutropfenden Fliissigkeit mittels 
des Bildaufhahmesystems ein Startbild des Kristalls mit Fliissigkeit aufgenommen wird und 
ein Signal empfangen wird, das das Startbild reprasentiert. 

15 6. Verfahren nach Anspruch 5, bei dem aus dem Startbild die momentane Flache des zweidi- 
mensionalen Bildbereichs, der die Einheit Kristall mit Flussigkeitsumgebung reprasentiert, 
oder das momentane Volumen der Einheit Kristall mit Fliissigkeitsumgebung ermittelt 
wird und der ermittelte Wert spater als Sollwert verwendet wird. 

20 7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem das Gasumgebungserzeu- 
gungsmittel aus einem Mittel besteht, das so ausgebildet ist, daB es einen Luftstrom mit de- 
finierter Luftfeuchtigkeit urn den Kristall mit Fliissigkeitsumgebung herum erzeugen kann. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, bei dem durch das Gaszusammensetziingskorrektursignal die 
25 Luftfeuchtigkeit des Luftstroms, der den Kristall mit Flussigkeitsumgebung umgibt, veiSn- 

dert wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem das Korrekturtropfensteu- 
ersignal so ausgebildet ist, daB es die Frequenz und/oder die TropfengroBe und/ oder die 

30 Tropfenform reprasentiert, mit der die Tropfen auf den Kristall aufgetropft werden. 
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10. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 9, bei dem vor dem Kristallbehandlungspro- 
zeB ein Signal empfangen wird, das einen bestimmten zeitlichen Vedauf der Zusammen- 
setzung der Gasumgebung und einen bestimmten zeitlichen Verlauf der Frequenz 
und/oder GroBe und/oder Form der von dem Mikrodosiersystem auf den Kristall mit 

5 Hiissigkeitsumgebung aufeubringenden Tropfen reprasentiert 

11. Verfahren nach Anspruch 8 und 10, bei dem vor dem KristallbehandlungsprozeB ein Sig- 
nal empfangen wird, das eine wahrend des Kristallbehandlungsprozesses allmahlich zu- 
nehmende Tropfenfrequenz und eine allmahlich abnehmende Luftfeuchtigkeit des den 

1 0 Kristall umgebenden Luftstroms reprasentiert. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 2-9, bei dem ein bestimmter zeitlicher Verlauf der 
Gaszusammensetzung vorgegeben wird und der dazu passende zeitliche Verlauf der Fre- 
quenz und/oder der GroBe und/oder Form der von dem Mikrodosiersystem auf den 

1 5 Kristall mit Fliissigkeitsumgebung aufeubringenden Tropfen automatisch ermittelt wird 

13. Fur einen Computer lesbares Medium, auf dem Befehle gespeichert sind, die so ausgebil- 
det sind, daB sie einen Prozessor dazu bringen konnen, ein Verfahren nach einem der 
vorhergehenden Anspriiche auszxifuhren. 

20 

14. Fur ein Computer lesbares Medium nach Anspruch 13, das aus einer CD-ROM besteht. 

15. Fur ein Computer lesbares Medium nach Anspruch 13, das aus einer DVD besteht. 

25 16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, bei der das Mikrodosiersystem so ausge- 
bildet ist, daB es Mikro-Tropfen der auf den Kristall aufeubringenden Flussigkeit erzeu- 
gen kann, die ein Volumen aufweisen, das kleiner als das Volumen des Kristalls ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, bei der das Mikrodosiersystem so ausgebildet ist, daB es 
30 Mikro-Tropfen erzeugen kann, deren Volumen zwischen 10 und 20 Prozent des Kristall- 

volxomens und vorzugsweise zwischen 5 und 10 Prozent des Kristallvolumens betragt 
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18. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 oder 17, bei der das Mikrodosiersystem so aus- 
gebildet ist, daB es Mikro-Tropfen erzeugen kann, deren Volumen zwischen 1 nl und 100 
pi, vorzugsweise zwischen 100 pi und 20 pi und noch bevorzugt zwischen 20 pi und 4 pi 
liegt. 

5 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12 oder 16 bis 18, bei der das Mikrodosiersys- 
tem dariiber hinaus ein Flussigkdtszufuhrsystem aufweist, mit dem verschiedene Flussig- 
keiten, die auf den Kristall aufgetropft werden sollen, in zeitlich gesteuerter Weise einem 
Tropfenerzeugungsteil des Mikrodosiersystems zugefuhrt werden konnen. 

10 

20. Verfahren nach Anspruch 19, bei der das Flussigkeitszufuhrsystem des Mikrodosiersys- 
tems eine elektrisch ansteuerbare Prazisionsspritze und ein Leitungssystem umfaBt, mit 
dem die Prazisionsspritze iiber elektrisch steuerbare Ventile mit verschiedenen Flussig- 
keitsvorratsbehaltem und mit dem Tropfenerzeugungsteil des Mikrodosiersystems ver- 

1 5 bunden werden kann, urn diesem Fliissigkeit fur die Tropfenerzeugung zuzufuhren. 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12 oder 16 bis 20, bei der das Mikrodosiersys- 
tem so ausgebildet ist, daB es eine Piezopipette umfaBt, die das Tropfenerzeugungsteil 
bildet. 

20 

22. Verfahren nach Anspruch 21, bei der die Piezopipette aus einer Kapillare besteht, die von 
einem piezoelektrischen Element umschlossen ist. 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, bei der das Mikrodosiersystem dariiber hinaus ein 
25 mit der Piezopipette elektrisch verbundenes Steuergerat umfaSt, das so ausgebildet ist, 

daB damit unterschiedlich geformte Spannungspulse an die Piezopipette angelegt werden 
konnen, deren Formen die Form und GrdBe der Mikro-Tropfen und deren Frequenz die 
Frequenz der Mikro-Tropfen steuem. 

30 24. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12 oder 16 bis 20, bei der das Mikrodosiersys- 
tem eine Kapillare und ein in der Kapillare angeordnetes Mikroventil umfaBt. 
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25. Verfahren nach Anspruch 24, bei der das Mikrodosiersystem dariiber hinaus ein Steuerge- 
rat zum Ein- und Ausschalten des Mikroventils umfaBt, um die Mikro-Tropfen zu erzeu- 
gen. 

5 26. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12 oder 16 bis 25, bei detn mehrere Mikrodo- 
siersysteme vorgesehen sind, die im Verhaltnis zur Halterung so angeordnet sind, daB 
damit Mikro-Tropfen verschiedener Hiissigkeiten auf den Kristall mit Hussigkeitsumge- 
bung aufgebracht werden konnen. 

10 27. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12 oder 16 bis 25, bei der die Flussigkeit aus 
einer Losung besteht. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, bei der in der Losung eine Substanz oder mehrere Substan- 
zen gelost ist bzw. sind, die in die Struktur des Kristalls eingebracht werden soil bzw. sol- 

1 5 len oder mit dieser reagieren soil bzw. sollen. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, bei der die Substanz bzw. die Substanzen aus einem oder 
mehreren Iiganden oder Inhibitoren besteht bzw. bestehen. 

20 30. Verfahren nach Anspruch 28, bei der die Substanz bzw. die Substanzen einen oder meh- 
rere Reaktanden enthalt bzw. enthalten, der bzw. die mit dem oder im Proteinkristall rea- 
gieren soli bzw. sollen. 

31. Verfahren nach Anspruch 27, bei der die Losung aus Wasser besteht, in dem eine Sub- 
25 stanz gelost ist, die mit einem Proteinkristall wechselwirken soil. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, bei der die Substanz aus einem Inhibitor oder Iiganden 
besteht, der in Wasser nur schwer loslich ist. 



30 
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